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(57) Abstract: The invention is based on an autofocus method in which light from a light source (12) is focused at a measurement
light focus (52) in a sample (6) and is reflected from there and the retlected light is guided through an optical system (22) in two
light paths (48, 50) onto at least two detector elements (72, 74). In order to achieve fast and accurate automatic focusing on the
sample, it is proposed that the measurement light focus (52) is moved in layers of the sample (6) which reflect light to different ex-
tents, and the detector elements (72, 74) are arranged in such a way that, in this case, profiles of a radiation property registered by
the detector elements (72, 74) are different and a focus position is set in a manner dependent on the profiles.

(57) Zusammenfassung: Die Erfindung

[Fortsetzung auf der néichsten Seite]
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geht aus von einem Autofokus verfahren, bei dem Licht aus einer Lichtquelle (12) in einem Messlichtfokus (52) in einer Probe (6)
fokussiert und von dort zuriickgeworten wird und das zuriickgeworfene Licht durch ein optisches System (22) in zwei Lichtpfaden
(48, 50) auf zumindest zwei Detektorelemente (72, 74) gefiihrt wird. Um eine schnelle und genaue automatische Fokussierung auf
die Probe zu erreichen, wird vorgeschlagen, dass der Messlichtfokus (52) in unterschiedlich stark Licht zurlickwerfenden Schich-
ten der Probe (6) bewegt wird und die Detektorelemente (72, 74) so angeordnet sind, dass hierbei Verldufe einer von den Detekto -
relementen (72, 74) registrierten Strahlungseigenschaft unterschiedlich sind und eine Fokusposition in Abhéngigkeit von den Ver-
laufen eingestellt wird.
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Autofokusverfahren und Autofokuseinrichtung
Beschreibung

Die Anmeldung betrifft ein Autofokusverfahren, bei dem Licht
einer Liéhtquelle'in einem Messlichtfokus in einer Probe fo-
kussiert und von dort zurﬁckgeWorfen wird und das zurﬁékge—
worfene Licht durch ein optisches System und zumindest eine
Blendendffnung in zwei Lichtpfaden auf zumindest zwei Detek-

torelemente gefihrt wird.
Stand der Technik

Zur automatischen Fokussierung von Mikroskopen auf eine Pro-
be sind zwei Methoden bekannt:

_ Es wird die Position einer Probe oder die Ent fernung
der Probe zu einem Bezugspunkt gemessen, indem von der
Probe reflektiertes Licht auf Schemen, Intensitdt oder
dergleichen oder interferometrisch untersucht wird.

- Es wird das Bilder der Probe auf Kontrast, Aufldésung,

Autokorrelation oder Phasenkontrast hin untersucht.

In der Mikroskopie besteht eine Probe uUblicherweise aus ei-
nem zu untersuchenden Probenmaterial, das auf einen licht-

durchldssigen Probentrager aufgebracht und mit einem dinnen

‘lichtdurchlassigen Abdeckglas abgedeckt ist. Eine Positions-

messung des Probenmaterials fuhrt haufig zur Messung der Po-
sition einer der Reflexionsebenen an den Schichtgrenzen der
Probe. Da ein Reflex an der Luft-Abdeckglas-Grenzschicht'
weit stirker ist als ein Reflex an einer Grenzschicht am
Probenmaterial, Uberstrahlt der Luft-Abdeckglas-Reflex typi-
scherweise den flr einen Autofokus geeigneteren Reflex an

einer Grenzschicht am Probenmaterial.

Aus der US 6,130,745 ist es bekannt, die Position einer
starken Reflexschicht oberhalb oder unterhalb der Probe zu
messen und aus der Dicke der Probe auf die Position des Pro-

benmaterials zu schliefen, das in einer bekannten Entfernung

BESTATIGUNGSKOPIE
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von der Reflexschicht angeordnet ist. Typischerweise sind
jedoch bei der beschrieben Probe bei Verwendung hochauflé-
senden Systemen die Toleranzen in den Schichtdicken.(z.B.
des Deckglases oder des Objekttragers) grdRer als die Tie-
fenschirfe des Abbildungssystems und eine Fokussierung kann

mit einer solchen Methode nicht immer gewdhrleistet werden.

Es ist eine Aufgabe der Erfindung, ein Autofokusverfahren
anzugeben, mit dem ein optisches System, z.B. ein Mikroskop,
schnell und genau auf eine reflektierende Schicht einer Pro-

be fokussierend eingestellt werden kann.
Losung der Aufgabe

Diese Aufgabe wird durch ein Verfahren der Eingangs genann-
ten Art geldst, bei dem der Messlichtfokus erfindungsgemaf
in unterschiedlich stark Licht zurlckwerfenden Schichten der
Probe bewegt wird und die Détektorelemente so angeordnet
sind, dass hierbei Verlaufe einer von den Detektorelementen

registrierten Strahlungseigenschaft unterschiedlich sind und

‘eine Fokusposition in Abhangigkeit von den Verlaufen einge-

stellt wird. Durch die unterschiedlichen Verliufe der re-
gistrierten Strahlungsverldufe kann die Position einer be-
sonders ausgezeichneten Schicht in der Probe, z.B. einer re-
flektierenden Grenzfldche, gefunden und darauf oder auf eine
in einem bekannten Abstand dazu angeordnete Fokuszielebene

fokussiert werden.

Auch Fl&chen, z.B. Grenzfldchen, sind im Folgen als Schich-
ten zu verstehen. Eine der Schichten ist vorteilhafterweise
eine Grenzfliche. Die Lichtpfade sind zweckmaRigerweise zﬁ4
mindest teilweise voneinander getrennt, iﬁsbesondere sind
sie im optischen System voneinander getrennt. Die Trennung
erfolgt zweckmiBigerweise durch einen abgeschatteten Bereich
zwischen den Lichtpfaden. Die Abschattung kann durch eine

Blende erzeugt werden.
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Der Verlauf kann durch punktuelle Messungen an mehreren Po-

sitionen des Messlichtfokus erfasst werden, zweckmiafigerwei-
se nach Lichtpfaden getrennt. Die Strahlungseigenschaft-des

zuriickgeworfenen Lichts kann die Strahlungsintensitat sein.

Die eingestellte Fokusposition ist eine gewlinschte Fokuspo-

sition, in der das optische System zweckmaffigerweise so zur

Probe angeordnet ist, dass eine Bildaufnahme der Probe zu

gewtinschten Bildern fuhrt.

AuRBerdem kann durch die Erfindung die optische Weglange der
Lichtpfade bestimmt werden. Die optische Weglange kann hier-
bei von der Probe zu einer Blende vor einem Detektor gemes-
sen werden. ZweckméBigerweise’werden die optiéchen Weglangen
der Lichtpfade unterschiedlich gewahlt. Hierdurch kann durch
die getrennte Auswertung der optischen Weglangen der Licht-
pfade ein Abweichungssignal "zu einer gewéhlten-reflektieren;
den/streuenden Probenstruktur generiert und darauf oder auf
eine in einem bekannten Abstand dazu angeordnete Fokusziel-
ebene fokussiert werden. Eine Licht zuruckwerfende Schicht
kann eine reflektierende und/oder streuende Probenstruktur
sein und kann insbesondere eine Grenzschicht sein, insbeson-
dere eine an das Probenmaterial angrenzende Grenzschicht

bzw. Grenzfldche.

Das Autofokusverfahren ist ein Verfahren zum automatisierten
Fokussieren des optischen Systems auf eine gewlnschte Fokus-
position bzw. Fokuszielebene, z.B. innerhalb der Probe. Ist

auf die»Fokuszielebene fokussiert, kann das optische System

- ein dort angeordnetes Objekt in eine Bildebene scharf abbil-

den, in der zweckmiRigerweise ein Detektor bzw. eine Kamera
angeordnet ist. Nach der Autofokussierung kann die Probe mit

Hilfe einer Kamera abgebildet werden.

Die Probe kann zur Untersuchung vorbereitetes Probenmateri-
al, einen Trager, auf den es aufgebracht ist, und ein Ab-
deékglas, das es abdeckt, umfassen. Ebenso eignen sich eine
fir das Autofokuslicht lichtdurchlassige Schichtstruktur, an

deren Schichtgrenzen Reflexion oder Streuung des verwendeten
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Autofokuslichts auftritt. Die Probe muss keine Lichtdurch-
léssigkeit flir das Autofokuslicht nach der zur Fokussierung
bestimmten Schicht aufweisen. Die Reflexion/Streuung an ei-
ner CGrenzschicht, die hier beschrieben wird, kann auch durch
reflektierende/streuende Partikelschicht bzw. Fehlstellen-
schicht im Material hervorgerufen werden. Die Schichtgrenzen
kdénnen vorbehandelt (z.B. verspiegelt) werden um die Signale

fir das Autofokussjstem zu erhdhen.

'Die Fokuszielebene ist diejenige Ebene innerhalb der Probe,

auf die das optische System. fokussiert werden soll oder von
der die Position des gewlinschten Fokus in einem vorbestimm-
ten Abstand entfernt sein soll. Die Fokuszielebene ist
zweckmaRigerweise eine Reflexionsebene, an der einfallendes
Licht reflektiert wird. Sie kann eine Grenzschicht innerhalb
der Probe sein, z.B. die Ebene einer Glas-Probenmaterial-
Grenzflache. Ebenso kénnte die>Streuung an der Probe selbst

ausgenutzt werden.

Das auf die Lichtpfade geleitete Licht stammt zweckméﬁiger—
weise aus einer gemeinsamen Lichtquelle, wobei als Licht-
quelle nicht nur origindr strahlendes Material sondern auch
eine reflektierende Schicht, eine Blendendéffnung oder der-
gleichen bezeichnet wird. Typischerweise wird eine ein- bzw.
zweidimensionale Lichtquelle verwendet. Die beiden Lichtpfa-
de sind zweckmdfigerweise symmetrisch zueinander gebildet
und insbesondere symmetrisch zur optischen Achse des opti-

schen Systems angeordnet.

Die Lichtquelle, die insbesondere punktfdrmig oder linien-
oder streifenfdrmig ist oder mehrere Lichtpunkte'umfasst,

wird im Messlichtfokus in der Probe durch die Optik fokus-

‘siert. Sie kann so in der Probe abgebildet werden. Der Mess-

lichtfokus ist (blicherweise punktfdérmig, kann aber je nach
Form der Lichtquelle alternativ ein- oder mehrdimensional
sein und z.B. mehrere Punkte umfassen. Der Messlichtfokus
liegt vorteilhafterweise im Fokus oder nahe des Fokus des zu

fokusierenden optischen Systems. Der Fokus des optischen
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Systems kann eine Fokusebene sein. Ein im Fokus des opti-

schen Systems liegendes Objekt wird vom optischen System in

einer Bildebene scharf

abgebildet. Es ist auch mdéglich, dass

der Messlichtfokus in einer voreingestellten Entfernung vom

Fokus des optischen Systems liegt. Hierdurch kann der Mess-

lichtfokus auf eine Reflexionsebene eingestellt werden, z.B.

eine Grenzschicht Deckglas-Probenmaterial, wobei der Fokus

des optischen Systems z.B. 20 um entfernt von der Grenz-

schicht im Probenmaterial liegt.

Von dem auf die Probe auftreffenden Licht wird ein .Teil =zu-

riickgeworfen. Unter Zurlickwerfen kann im Folgeﬁden eine Re-

flexion und/oder eine Streuung verstanden werden. Die das

Licht zurlckwerfende Schicht kann eine reflektierende

und/oder streuende Schicht sein. Wenn im Folgenden von Re-

flexion gesprochen wird,

kénnen.

soll eine Streuung mit umfasst sein

Die beiden Lichtpfade sind zweckmdfigerweise symmetrisch um

die optische Achse des
fen vorteilhafterweise
die Probe auf, so dass

Richtungen abgestrahlt

optischen Systems gefihrt. Sie tref-
in unterschiedlichen Richtungen auf
ihre Reflexe in unterschiedliche

und so leicht getrennt voneinander

ausgewertet werden kénnen. Es erleichtert die Detektion der

einzelnen Schichten inveiner Schichtstruktur, wenn der Win-

kel der auftreffenden Lichtpfade so gewdhlt wird, dass Re-

flexe von benachbarten Schichten sich nicht ﬁberdeckenT Wird

eine streuende Schicht

zur Bestimmung der Fokusposition ver-

wendet, so sollte die Aufteilung der Lichtpfade erst im De-

tektionspfad erfolgen.

Vorteilhafterweise hat

das Licht des Autofokussystems eine

andere Frequenz als Licht,'das zZur Untersuchung bzw. Abbil-

dung der Probe verwendet werden kann. Die Lichteigenschaft

ist zweckmaRigerweigse die Lichtintensitdat.

Das optische System kann dasjenige eines Mikroskops sein.

Es weist eine optische

Achse auf, die ublicherweise senk-
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recht zu einer Probenebene gerichtet ist, in der sich die

Probe erstreckt.

Die Lichtpfade zwischen Lichtquelle und Releflexionsschicht
bzw. zwischen Reflexionsschicht und Detektor kénnen als Be-
leuchtungspfade bzw. Detektionspfade bezeichnet werden. Ein
Autofokuslichtpfad besteht somit aus einem Beleuchtungspfad
und einem Detektionspfad. Der Unterschied in der optischen
Weglange kann nun sowohl im Beleuchtungspfad, im Detekti-
onspfad sowie in beiden beiden Pfadenverzeugt werden. Im
Folgenden wird eine Realisierung im Detektionspfad beschrie-

ben.

Die Messung der optischen Wegldnge der Pfade erfolgt durch
mindestens eine, insbesondere jeweils eine Blende vor den
Detektoren. Durch eine weglangenabhangige Position der
Lichtpfade an der Blende, kann somit auf die optische Weg-
lange des Systems geschlossén werden. Eine mdbgliche Realisa-

tion wird im Folgenden beschrieben:

Die Detektorelemente sind z.B. relativ zu einem Element des
optischen Systems so angeordnet, z.B. zu einer Blende, dass
Verlaufe einer von den Detektorelementen registrierten
Strahlungseigenschaft zueinander unterschiedlich sind.

Das Element des optischen Systems kann eine Blende, z.B. un-
mittelbar vor den Detektorelementen, ein Strahlteilerh ein

Spiegel oder ein anderes geeignetes Element sein.

Wird Licht von einem Lichtpfad an zwei Ubereinander liegen-
den Schichten der Probe reflektiert, so ist der Lichtweg
bzw. die optische Weglénge des Lichts von der einen Schicht,
z.B. zum Detektor oder einer Blende vor dem Detektor, langer
als der Lichtweg bzw. die optische Weglange von der anderen
Schicht. Hierdurch kénnen die beiden Lichtwege aus den Bei-
den Schichten, z.B. zu den Detektorelementen, unterschied-

lich sein. Zweckmédffigerweise verlaufen die Lichtwege so,

dass sie an einer Blende vor den Detektorelementen unter-

schiedlich blockiert werden, z.B. wird der eine Lichtweg
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ganz oder teilweise blockiert und der andere teilweise oder
gar nicht. Auf diese Weise kénnen die Lichtwege einzeln und
ohne einen anderen Lichtweg von einer anderen Schicht detek-

tiert werden.

ZweckmiRigerweise wird der Hauptreflex von einer Glas-Luft-
Grenzschicht oberhalb der Probe duréh eine Blende vor den
Detektorelementen ausgeblendet wahrend der Messlichtfokus
durch darunter liegende, unterschiedlich stark Licht zurtck-
werfenden Schichten bewegt wird. Hierbeil kann Licht von die-
sen Schichten die Blende passieren. Auf diese Weise kénnen
deutlich schwacher reflektierende Schichten als.die Glas-

Luft-Grenzschicht erkannt werden.

Die Blende bzw. deren Blendendffnung ist vorteilhafterweise
in einer Bildebene des optischen Systems angeordnet, also in
einer Ebene, in der ein vom optischen System fokussierter
Gegenstand abgebildet wird. Die Blendenéffnung-kann ein Ab-

bild der Lichtquelle sein.

Das Licht, das aus dem Messlichtfokus reflektiert wird, wird
zweckméBigerwéise in der Ebene der Blende entsprechend der
Form des Messlichtfokus abgebildet. Die Blende ist vorteil-
hafterweise so angeordnet, dass sie im Messlichtfokus re-
flektiertes Licht aus beiden Lichtpfaden passieren lasst,
insbesondere in gleicher Starke. Hierbei blockiert die Blen-
de zweckmiBigerweise Licht, das oberhalb und unterhalb des
Messlichtfokus reflektiert wurde ganz oder asymmetrisch in

Bezug auf die beiden Lichtpfade ab.

Die Blendend6ffnung ist zweckmaRigerweise nicht wie ublich
symmetrisch um die optische Achse des optischen Systems an-

geordnet sondern unsymmetrisch zur optischen Achse, insbe-

- sondere unsymmetrisch zur optischen Achse der beiden Licht-

pfade am Ortvder Blendendéffnung. Insbesondere ist sie voll-
stidndig auRerhalb der optischen Achse angeordnet. Hierdurch

kann auf einfache Weise eine Selektion des einen oder ande-
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ren Lichtpfads flr eine getrennte Auswertung an verschiede-

nen Positionen des Messlichtfokus erreicht werden.

Eine besonders genaue Fokussierung kann erreicht werden,

wenn die Verlaufe kontinuierliche erfasst werden.

In einer vorteilhaften Ausfihrungsform der Erfindung wird
ein Fokus des optischen Systems so eingestellt, dass die

Signale der Detektorelemente in einem festen Verhaltnis zu-

einander stehen. Bei einem Lichteinfall auf die Detektorele-

mente in einem festen Verhdltnis kann in einfacher Weise ei-

‘ne Symmetrieposition zwischen den Lichtpfaden und damit die

Fokuszielebene erfasst werden. Noch einfacher kann dies ge-
schehen, wenn die Signale gleich stark sind. Der Weglangen-
unterschied der Pfade wird so gewdhlt, dass bei Uberlagerung
der Signale die Signale an einer Flanke Uberlappen und somit
einen Schnittpunkt aufweisen. In diesem Schnittpunkt sind
die Signale gleich stark. Mithilfe eines Nulldurchgangs des
Differenzsignals kann die gleiche Starke der Signale einfach

erfasst werden.

Eine weitere Ausfihrungsform der Erfindung sieht vor, dass
eine Zielpésition eines Fokus des optischen Systems mit Hil-
fe der Signale der Detektorelemente erfasst wird und der Fo-
kus mit Hilfe der erfassen Zielposition durch einen Aktuator
eingestellt wird. Die Zielposition kann eine vom Aktuator
ausgegebene Position sein,'Z.B. diejenige Position, an der
die Signale der Detektorelemente gleich sind. Es ist auch
mdglich, diese Einstellung nur als Voreinstellung zu verwen-
den. Alternativ oder z.B. als Feineinstellung zusatzlich ist
es denkbar, die Zielposition durch ein Regeln zu erreichen,
wobei die Detektorsignale als Regeleingangssignale und ein
Signal zum Steuern des Aktuators als Regelausgangssignal

verwendet wird.

Eine einfache und zuverldssige automatische Fokussierung
kann erreicht werden, wenn die Detektorelemente so kalib-

riert sind, dass die Stéarke ihres Signals, das von einer
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Grenzschicht zurlUckgeworfenem Licht hervorgerufen wird,
gleich ist. Hierbei liegt die Fokusposition zweckmafigerwei-
se in der reflektierenden bzw. das Licht zurlckwerfenden
Schicht. Alternativ kdénnen die Detektorelemente so einge-
stellt sein, dass ihre Signalstdrke gezielt unterschiedlich

ist, z.B. um einen gezielten Fokusoffset zu erreichen.

Eine gute Orientierung bei der Suche nach der Zielposition
des Fokus bzw. der Fokuszielebene kann_erreicht werden, wenn
dér,Messlichtfokus durchldie Fokuszielebene auf eine Probe-
Luft-Grenzflache zu bewegt wird und der Reflex der.Probe—

Luft-Grenzflache zur groben Orientierung verwendet wird.

Zur Untersuchung einer Probe kann es notwendig sein, dass
sie an verschiedenen Orten untersucht wird, z.B. wenn sie
grofler als ein Blickfeld des Mikroskops ist. Hierzu wird sie
nach einer ersten Untersuchung senkrecht zur optischen Achse
des optischen Systems bewegt und anschliefend erneut unter-
sucht. Eine schnelle automatische Fokussierung nach einer
solchen Bewegung kann erreicht werden, die Signale der De-
tektorelemente nach einef Bewegung der Probe senkrecht zur
optischen Achse des optischen Systems auf Plausibilit&t hin-
sichtlich einer nach wie vor vorhandenen Grobeinstellung'auf
die Fokuszielebene Uberpruft werden. Liegt Plausibilitat
vor, kann auf eine éeitaufwendige vollstandige neue Fokus-
sierung verzichtet werden. Die Plausibilitdt kann ein Grenz-
wert im Unterschied'der Signale sein, der nicht lberschrit-
ten werden darf. Die Plausibilitatsprifung kann auRerdem zur
Grobeinstellung verwendet werden, so dass bei vorliegender
Plausibilitdt nur noch eine Feineinstellung vorgenommen

wird.

Eine weitere vorteilhafte Ausfihrungsform der Erfindung
sieht  vor, dass die Lichtquelle ein Lichtmuster aufweist,
das in der Probe abgebildet wird. Das Lichtmuster kann ein-,
zwei.oder dreidimensional‘sein und ist zweckméﬁigerweise in
einer Ebene senkrecht zur optischen Achse des optischen Sys-

tems in der Probe abgebildet. Hierbei wird reflektiertes
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Licht aus mehreren Musterpunkten des Lichtmusters jeweils
nach Lichtpfaden getrennt erfasst. Hierdurch;kann aus mehre-
ren Zielpositionen zu den mehreren Musterpunkten eine Ver-
kippung der Fokuszielebene, z.B. zur optischen Achse, er-
Kannt werden. Die so erzeugten Signale kdénnen zur Regelung

der Autofokussierung genutzt werden.

Die Erfindung ist auferdem gerichtet auf eine Autofokusein-
richtung mit einem optischen System zum Fokussieren von
Licht in einem Messlichtfokus in einer Probe und zum Fihren
von von dort zurlickgeworfenem Licht durch eine Blendendff-

nung auf zumindest zweil Detektorelemente.

Es wird vorgeschlagen, dass die Autofokuseinrichtung einen
Aktuator und ein Steuermittel umfasst zum Bewegen eines Ele-
ments des optischen Systems oder der Probe durch den Aktua-
tor derart, dass der Messlichtfokus in unterschiedlich stark
Licht zurtickwerfenden Schichten der Probe bewegt wird, wobei
die Detektorelemente so angeordnet sind, dass hierbei Ver-
ljufe einer von den Detektorelementen registrierten Strah-
lungseigenschaft unterschiedlich sind und das Steuermittel
zum Auswerten der Verldaufe an mehreren Positionen des Mess-

lichtfokus vorgesehen ist.

Bei der Bewegung des Elements des optischen Systems relativ

zur Probe kann der Aktuator das Element oder die Probe rela-
tiv zu einem festen Bezugspunkt, z.B. einem Erdboden, bewe-

gen.

Vorteilhafterweise ist das Steuermittel dazu ausgebildet,
einen, mehrere oder alle der oben angefihrten Verfahrens-

schritte zu steuern.

Vorteilhafterweise umfasst die Autofokuseinrichtung ein Mes-
ssystem, das dazu vorgesehen ist, den Abstand des Elements
des optischen Systems zur Probe oder einen davon abhangigen
Abstand zu erfassen, insbesondere auf nicht-optischem Wege.

Sobald die Fokusposition optische gefunden wurde, kann der
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Abstand mit dem weiteren Messsystem gemessen und wahrend der

Beleuchtung der Probe gehalten werden.

Zur Aufnahme von Farbbildern ist es bekannt, eine Farbkamera
mit einem farbempfindlichen Detektor zu verwenden. Ein farb-
empfihdlicher Detektor ist Ublicherweise auf drei Farben be-
schradnkt. Beil Verwendung eines Bayer-Musters besteht ein Pi-
xel jewelils aus einem blau-, einem rot- und zwel grinemp-

findlichen Detektorzellen, aus deren Signalen alle Zwischen-
farben zusammengesetzt werden. Durch die bendtigten vier De-
tektorzellen pro Pixel ist die Aufldésung eines solchen Farb-

detektors gering.

Zum Erreichen einer hohen Bildauflésung verbunden mit einer
hohen Farbaufldsung ist ein Linienspektrograph bekannt. Ein
Gegenstand wird Linie flUr Linie abgescannt, wobei das Bild
einer Linie spektral aufgefdchert wird, beispielsweise durch
ein Prisma, sodass ein dreidimensionales Bild der Linie ent-
steht. Auf diese Weise wird Linie fir Linie ein dreidimensi-
onales Bild aufgenommen und abgespeichert und die einzelnen
Bilder werden zu einem dreidimensionalen Farbbild zﬁsammen—

gesetzt.

Es ist aufRerdem bekannt, mehrere Farbfilter nacheinander vor
den Detektor zu bewegen und so von einem Gegenstand mehrere
Bilder in unterschiedlichen Fréquenzbéreichen nacheinander
aufzunehmeﬁ. Die Aufnéhmen kébnnen zu einem hyperspektralen

Bild kombinieft wefden.

Es ist eine Aufgabe der Erfindung, ein Verfahren zum Aufneh-

men eines Bilds eines Gegenstands;anzugeben, mit dem hoch

aufgeldste Farbbilder aufgenommen werden kénnen.

Diese Aufgabe wird durch ein Verfahren zum Aufnehmen eines
Bildes eines Gegenstands gelést, bei dem der Gegenstand
durch ein optisches System auf mehrere Detektorelemente ei-

nes Detektors abgebildet wird und das Bild mit einem Licht-
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filter mit mehreren unterschiedlich filternden Filterberei-
chen in mehrére unterschiedlich gefilterte'Bildbereiche auf-
geteilt wird. Erfindungsgemaﬁ wird vorgeschlagen, dass die
unterschiedlich gefilterten Bildbereiche des Bilds gleich-
zeitig auf den Detektor abgebiidet werden, insbesondere ne-
beneinander. Auf ein Wechseln von Filtern vor dem Detektor
kann verzichtet werden und es kénnen schnell hintereinander

Aufnahmen des Gegenstands gemacht werden.

Der Lichtfilter kann ein Spektralfilter oder ein Polarisati-
onsfilter sein. Er kann unmittelbar vor dem Detektor oder
direkt auf dem Detektor angeordnet sein. Zweckmafigerweise
ist der Lichtfilter in einer Bildebene des optischen Systems
angeordnet, wobei 1/10 der Brennweite des optischen Systems
am Lichtfilter als Abstand von der mathematischen Bildebene
tolerierbar ist und als noch in der Bildebene angesehen wer-
den kann. Der Lichtfilter kann ein Kantenfilter, Interfe-
renzfilter oder Absorberfilter sein. Die Filterbereiche kén-
nen spektral unterschiedlich filtern, sodass die Bildberei—
che spektral unterschiedlich gefiltert sind. Sie kdénnen kon-
krete Formen annehmen, béispielsweise'Streifen, ein Schach-
brettmuster und/oder ein Mikromuster, bei dem die Filterbe-

reiche eine Lange und/oder Breite unter 100 um aufweisen.

- ZweckmaRigerweise sind die Filterbereiche in ihrer Ausdeh-

nung grdflBer als zwei, insbesondere gréfer als zehn Detektor-
elemente oder Pixel. Ebenfalls méglich ist eine rdumlich

kontinuierlich variierende Filtercharakteristik.

Der Detektor kann als Chip ausgefiihrt sein und ist zweckma-
Rigerweise in allen Spektralbereichen der Filterbereiche
empfindlich. Er kann ein CCD- (Charge-coupled Device) oder
ein CMOS-Sensor (Complementary Metal Oxide Semiconductor)
sein. Die Detektorelemente sind vorteilhafterweise als zwei-
dimensiorales Gitter angeordnet in Form einer Matrix. Der |
Detektor ist zweckmaRigerweise als monochromer Detektor aus-
gefihrt und ist empfindlich im spektralén Bereich des struk-

turierten Filters.
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Die Abmessungen der Filterbereiche sind vorteilhafterweise
an die Abmessungen der Detektorelemente angepasst, bei-
spielsweise indem eiﬁé Breite und/oder Lange eines Filterbe-
reichs jeweils ein ganzzahliges Vielfaches einer GréRe eines
der Detektorelemente des Detektors ist, beispielsweise m x n
Detektorelemente. Der Lichtfilter kann direkt am Detektor
befestigt sein, beispielsweise direkt auf einem Detektor-
chip, oder direkt auf die sensitive Flachen des Chip aufge-

dampft sein.

Die Filterbereiche entsprechen zweckmaRigerweise einer

Struktur und/oder Gliederung des Probenabbildes bzw. der
Probe oder von ProbengefaRen. Sie kénnen so groR sein wie
regelméﬂige Strukturabschnitte des Probenabbilds und/oder

deren Form aufweisen.

In einer vorteilhaften Ausfihrungsform der Erfindung werden
die Filterbereiche von einer zur nidchsten Aufnahme des Ge-
genstands uUber ein Bildmuster des Bildes bewegt, sodass je-
der Punkt des Bildmusters in mehreren Lichteigenschaften,
insbesondere Spektren, aufgezeichnet wird. Diese Werte wer-

den zweckmadfigerweise dem Punkt zugeordnet und kénnen darge-

.stellt und/oder abgespeichert werden. Das Bildmuster kann

hierbei das gesamte Bild oder ein Ausschnitt des Bildes
sein. Die Béwegung ist eine relative Bewegung, wobei die
Filterbereiche ruhen kdénnen, z.B. relativ zu einem Detektor-

gehduse, und das Bildmuster bewegt wird, oder umgekehrt.

Bei einer mehrfachen Aufnahme eines jeden Punkts in mehreren
Lichteigenschaften, beispielsweise Farben, kann aus den meh-
reren Aufnahmen ein Farbbild zusammengesetzt werden. Durch '
die Aufteilung des Lichtfilters in die Filterbereiche ist
bei einer Bewegung des Lichtfilters nur eine kleine Bewegung
in der GrbRe einer Abmessung eines einzigeh Filterbereichs
ausreichend, sodasé nicht .der gesamte Lichtfilter vom Detek-
tor weg und. ein neuer Lichtfilter zum Detektor bewegt werden
muss. Durch die geringe Bewegungsstrecke kann die Bewegung

sehr schnell ausgefihrt werden.
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Zum Erreichen einer hochen Lichtausbeute ist es vorteilhaft,
wenn Signalbeitrdge in den einzelnen Detektorelementen in-
nerhalb eines Filterbereichs, die bei einer Bewegung des
Probenabbildes relativ zum Detektor eines Probenbereichs zu-
geordnet werden kénnen, in einem Wert kumuliert werden. Sol-
che kumulierten Werte eines Probenbereichs aus verschiedenen
Filterbereichen kénnen zur Gesamtlichteigenschaftsinformati-

on des Probenbereichs vereint werden.

Das Bildmuster kann wahrend der Bewegung der Filterbereiche
zum Detektor ruhend bleiben, sodass die Filterbereiche rela-
tiv zum Detektor bewegt werden. Ebenfalls mégliéh ist es,
das Bild Uber den Detektor zu bewegen, sodass die Filterbe-
reiche relativ zum Detektor ruhen. Die Bewegung des Bilds
iiber den Detektor kann mit Hilfe einer Bewegung des opti-'
schen Systems oder eines Teils des optischen Systems relativ
zum Detektor erfolgen. Eine weitere Moglichkeit besteht im
Bewegen des Filters und des Detektors relativ zum optischen
System, das beispielsweise relativ zu einem Kameragehduse |
ruht. Allgemein gesprochen kann eines oder zwei der drei E-
lemente aus Detektor, Lichtfilter und optischen System je-
weils ruhend zu beiépielsweise einem Kameragehduse gehalten
werden, wohingegen die verbleibenden zwei oder das verblei-
bende eine Element relativ zu den anderen Elementen beweg-

lich sind.

Vorteilhafterweise ist das optische System Teil eines Mi-
kroskops, dessen Gehduse fest mit einem Probentisch verbun-
den ist, auf dem der Gegenstand in Form einer Probe bewegt

werden kann, z.B. auf einem beweglichen Tablett, insbesonde-

"re mit Hilfe eines motorischen Antriebs und einer Positions-

steuerung durch ein Steuermittel.

Vorteilhafterweise wird der Gegenstand relativ zum optischen
System und Lichtfilter bewegt und der Gegenstand wird in
mehreren Aufnahmen jeweils bildabschnittsweise aufgenommen,

wobei die Lage der Filterbereiche in den Bildabschnitten je-
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weils unverdndert ist. Das optische System kann hierbei in

einem Gehiduse, beispielsweise des Mikroskops, ruhen und der
Gegenstand und mit ihm das Lichtmuster des Gegenstands wird
am optischen System vorbeigefihrt, wobei die Bildabschnitte
und mit ihnen die Filterbereiche Uber das Gesamtbild wan-

dern.

Ist beispielsweise der Gegenstand langlich, beispielsweise
in Form einer Reihe von Proben, so kann durch eine Vielzahl
von hintereinander aufgenommenen Bildbereichen der gesamte
Gegenstand aufgenommen werden, wobei jeder Bildpunkt des Ge-
genstands in vielen Farben oder in jeder Farbe bzw. durch
jeden Filterbereich aufgenommen wurde. Auf diese Weise kann -
sehr zlgig ein Farbbild des gesamten Gegenstands aufgenommen
werden. Auf eine Bewegung des Farbfilters relativ zum opti-
schen System oder zum Detektor kann verzichtet werden. Da
eine Vorrichtung zum Aufnehmen von Bildern von Proben haufig
Uber einen Aktuator zur gesteuerten Bewegung der Proben ent-
lang der Aufnahmevorrichtung, beispielsweise des Mikroskops,
gefihrt wird, kann die Aufnahmevorrichtung\hierdurch beson-

ders einfach gehalten bleiben.

ZweckmaRigerweise sind die Filterbereiche als Streifen aus-
gefihrt, die von einer Bildseite zur gegenuberliegenden
Bildseite reichen und in ihrer Langsrichtung senkrecht zur
Bewegungsrichtung ausgerichtet sind. Auch ein Erstrecken von
einer Bildabschnittsseite zur gegeniberliegenden Bildab-
schnittsseite ist ausreichend. Hierdurch kann jeder Bild-
punkt des Gegenstands besonders einfach uber alle Filterbe- '

reiche des Lichtfilters gefuhrt werden.

Vorteilhafterweise ist die Bewegung derart, dass ein Bild-

punkt von einer Aufnahme zur nichsten Aufnahme um die Breite
eines Filtérbereichs bewegt wird. Die Breite betragt jeweils
zweckmiRigerweise mehrere Pixel. Ein kleiner Uberlappungsbe-
reich, z.B. entsprechend der doppelten Genauigkeit des bewe -

genden Aktuators, ist hierbei sinnvoll.
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Um eine besonders hohe Aufldésung zu erreichen, insbesondere
bei besonders interessierenden Bildabschnitten, ist es vor-
teilhaft, wenn die Bewegung von einer Bildaufnahme zur
nachsten Bildaufnahme weniger als ein Bildpixel betragt.
Durch die Bewegung im Subpixelbereich kann eine Subpixelauf-

lésung errechnet werden.

Die Vorgabe der Bewegung wird vorteilhafterweise von einem
Steuermittel vorgegeben, das insbesondere selbstdndig beson-
ders interessierende Bildbereiche erkennt und eine Subpixel-
bewegung triggert. Die Bewegung kann in verschiedenen Modi
ausgefihrt werden, z.B. einem Subpixelmodus, einem Filterbe-
reichsbreitenQModus, bei dem die Bewegung von einer zu '
nadchsten Aufnahme die Breite eines Filterbereichs betrégt,
oder eines Multipixel-Modus bei dem die Bewegung mehrere Pi-
xel des Detektors betragt. Auch eine Steuerung von nur zweil

der drei beschriebenen Modi ist mdglich.

In einer vorteilhaften Ausfihrungsform der Erfindung ist der
Lichtfilter ein Kantenfilter, dessen Kantenfrequenz im raum-
lichen Verlauf des Lichtfilters senkrecht zur Kante und ins-
besondere Senkrecht zur Bewegung variiert. Auf diese Weise
kann durch . die Steuerung der Bewegungsschrittweite von einer -
Aufnahme zur nadchsten Aufnahme die Farbaufldsung eines Ge-
samtbilds aus den Aufnahmen.gesteuert werden. Der Lichtfil-
ter ist zweckmaRigerweise mit einem Aktuator und einem Steu-
ermittel verbunden, das zur Steuerung einer Bewegung des
Lichtfilters dient. '

AuRerdem wird vorgeschlagen, dass der Lichtfilter zwei im
Strahlengang der Abbildung hintereinander angeordnete Kan-
tenfiiter umfasst, deren Kantenfrequenz im raumlichen Ver-
lauf der Kantenfilter jeweils senkrecht zur Kante - und ins-
besondere senkrecht zur Bewegung - variiert mit zueinander
entgegengesetztem Frequenzverlauf. Hierdurch kann - bei ent-
spréchender Anordnung der Kantenfilter zueinander - ein
radumliches Transmissionsfenster erzeugt werden, das durch

eine Bewegung der Kantenfilter zueinander sowohl raumlich
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als auch spektral vergrdBert und verkleinert werden kann.
Hierdurch kann eine hohe Variabilitdt in Frequenz und Raum-

bereich der aufgenommenen Bilder erreicht werden.

Eine besonders gute spektrale Anpassung von Detektor und
Lichtfilter kann erreicht werden, wenn der Detektor mehrere
in der Farbempfindlichkeit verschiedene, jeweils in einem
Farbbereich sensitive Detektorbereiche aufweist und vor je-
dem Detektorbereich zumindest jeweils ein Filterbereich an-
geordnet ist. Dieser ist vorteilhafterweise in seinem Farb-
béreich an den Farbbereich des Detektors angepasst, sodass
die Farbbereiche des Lichtfilters verschieden sind. Die An-
passung erfolgt vorteilhafterweise, indem die Transmission
des Filterbereichs im Empfindlichkeitsbereich des entspre-
chenden Detektorbereichs liegt und in einem Farbbereich ei-

nes der anderen Detektorbereiche nicht liegt.

Die verschiedenen Detektorbereiche kénnen rdumlich direkt
nebeneinander anéeordnet\sein, beigpielsweise in einer zu-
sammenhdngenden Matrix von Detektorelementen, -oder rdumlich
getrennt voneinander aufgestellt werden, sodass das optische
System ein oder mehrere Elemente zum Lenken der Abbildung
des Gegenstands auf mehrere Detektorbereiche umfasst, bei-
spielsweise einen dichroitischen Spiegel oder dergleichen.
Die Detektorbereiche werden vorteilhafterweise synchron be-

trieben, sodass ein Abbild des Gegenstands auf den Detektor-

" bereichen in mehreren Farbkandlen gleichzeitig aufgenommen

wird.

Eine weitere vorteilhafte Ausfﬁhrungsform der Erfindung
sieht vor, dass die Filterbereiche unterschiedliche Trans-
missionsWerte aufweisen und die Transmissionswerte an eine
Aufnahmecharakteristik des Detektors jeweils angepasst sind,
insbesohdere zum Erzielen einer gleichméﬁigen Bildbelichtung
bei einer unkonstanten spektralen Empfindlichkeit der Detek-
torelemente. Auf diese Weise kann ein besonders gutes Bild-
ergebnis erzielt werden. Die Anpassung kann durch eine un-

terschiedliche GréRe der Filterbereiche erfolgen. Eine wei-
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tere Moglichkeit besteht in der Anpassung einer unterschied-

lichen Frequenztransmissionsbreite der Filterbereiche an den

Detektor. So kann eine Frequenztransmissionsbreite in einem
Frequenzbereich, in dem der Detektor weniger empfindlich
ist, gréRer sein und in einem Frequenzbereich, in dem der

Detektor empfindlicher ist, kleiner sein.

AuRerdem ist es mdglich, die Transmissionsstdarke, also eine
Dampfung des Filterbereichs, an den Detektor anzupassen, so-
dass eine hdhere Dampfung gewdhlt wird in einem Frequenzbe-
reich, indem der Detektor empfindlicher ist als in anderen

Frequenzbereichen.

Ebenfalls eine hohe Bildglite kann erreicht werden, wenn die
Filterbereiche unterschiedliche Transmissionswerte aufweisen
und eine Ansteuerung der Detektorelemente an einen Transmis-
sionswert des ihn beschattenden Filterbereichs angepasst
ist. So kann eine Verstdrkung angehoben, eine Integrations-
zeit verlaAngert oder Pixel zusammengelegt werden, wenn ein
Filterbereich eine hohe Dampfung aufweist gegentber einem
anderen Filterbereich. Es kann hierdurch eine gleichmaRige
Belichtung des Bilds in allen Frequenzbereichen erreicht
Werden. Ist der Transmissionswert eines Filterbereichs be-
sonders hoch, ist es auch mdglich, nur jedes zweite Pixel

auszulesen.

Vorteilhafterweise folgt die unterschiedliche Ansteuerung

der Detektorelemente einer Bewegung der Filterbereiche Uber
den Detektor nach. Wird beispielsweise der Lichtfilter tber
den Detektor>bew¢gt, so kann diese Bewegung erfasst werden,
sodass jedem Filterbereich die Detektorelemente zugeordnet

werden kdénnen, die durch den Bereich abgedeckt werden. Die’
Steuerung der Detektorelemente kann hierdurch pixelweise an

den jeweils zugeordneten Filterbereich angepasst werden.

Die Erfindung ist auBerdem gerichtet auf eine Vorrichtung
zum Aufnehmen eines Bilds eines Gegenstands mit einem Detek-

tor, der mehrere Detektorelemente umfasst, einem optischen
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System zum Abbilden des Gegenstands auf den Detektor und ei-.
nem Lichtfilter mit mehreren unterschiedlich filternden Fil-

terbereichen.

Besonders hoch aufgeldste Farbaufnahmen kénnen durchgefihrt
werden, wenn der Lichtfilter so angeordnet ist, dass mehrere
durch die Filterbereiche unterschiedlich gefilterte‘Bildbe;
reiche des Bilds des Gegenstands gleichzeitig auf dem Detek-

tor abgebildet werden.

Die Vorrichtung umfasst ein Steuermittel, das vorteilhafter-
weise dazu vorgesehen ist, einen, mehrere oder alle der oben

genannten Verfahrensschritte zu steuern.

Die Erfindung wird anhand von Ausfihrungsbeispielen naher er-

lautert, die in den Zeichnungen dargestellt sind.
Es zeigen:

Fig. 1 ein Mikroskop mit einer Autofokusvorrichtung in ei-
ner schematischen Darstellung,

Fig. 2 einen schematisiert dargestellten Strahlengang bzw.
Beleuchtungspfade der Autofokuseinrichtung auf eine

- Probe,

Fig. 3 - Fig. 6 Reflexionsstrahlengange bzw. Detektionspfade
von der Probe auf zwei Detektorelemente,

Fig. 7 ein Diagramm von Signalen der Detektorelemente und

eines verdnderten Arbeitsabstands Uber die Zeit,

Fig. 8 ein schematisiertes Diagramm der Signale mit einem
Differenzsignal,
Fig. 9 eine Projektion eines Lichtpunkts auf eine bewegte

schiefe Probe,

Fig. 10 eine Projektion eines Lichtquellenmusters auf eine

ruhende schiefe Probe,

Fig. 11 eine Auftrennung eines Strahlengangs durch einen
halbdurchlassigen Spiegel,

Fig; 12 eine Auftrennung eines Strahlengangs durch einen

dichroidischen Spiegel,
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Fig.. 13 eine schematische Darstellung eines auf eine Probe
gerichteten Mikroskops mit einer- Kamera mit einem
Lichtfilter auf einem Detektor,

Fig. 14 ein Strahlengang von einer Probe auf drei Detekto-

' ren,

Fig. 15 - Fig. 18 einen Detektor mit einem Lichtfilter in
vier verschiedenen lLagen zu einer Probe,

Fig. 19 ein Schema eines Kantenfilter mit einer in der Fil-
terfléache kontinuierlich wandernder Kante,

Fig. 20 ein Transmiséionsdiagramm resultierend aus zwei
hintereinander angeordneten Kantenfiltern und

Fig. 21 ein Empfindlichkeitsdiagramm eines Detektors.

Fig. 1 zeigt eine Autofokusvorrichtung 2, die in ein opti-
sches Abbildungssystem 4 integriert ist. Das optische Abbil-
dungssystem ist in dieser speziellen Ausfihrungsform ein Mik-
roskop zur Fluoreszenzanalyse von bioclogischem Material in
einer Probe 6. Hierzu umfasst das optische Abbildungssystem 4
einen Bilddetektor 8 bzw. eine Kamera, der mit einem Steuer-
mittei 10 zur Aufnahmesteuerung und Speichern aufgenommener
Bilder verbunden ist, oder ein Okular zur direkten Beobach-
tung der Probe. Das Steuermittel 10 ist Teil sowohl des opti-
schen Abbildungssystems 4 als auch der Autofokusvorrichtung 2
und dient zur Steuerung des im Folgenden beschriebenen Auto-

fokusverfahrens.

Die Autofokusvorrichtung 2 umfasst eine Lichtquelle 12, die
Licht fir das Autofokusverfahren zur Verfligung stellt. Sie '
kann auch das Licht fir die Fluoreszenzanalyse zur Verfiugung
stellen, wobei es in der Regel zweckmafiger sein wird, dass
das optische Abbildungssystem 4 hierfir eine andere, nicht
dargestellte Lichtquelle umfasst. Die Lichtquelle 12 weist
einen Lichterzeuger 14 auf, z.B. eine LED (Light Emitting Di-.
ode), und eine Optik 16 zum Formen des abgestrahlten Lichts,
die einen Lichtdiffusor umfassen kann. Eine Blende 18 mit ei-
nem Of fnungsmuster erzeugt ein ein- oder zweidimensionales’
Lichtquellenmuster, das zweckmdfigerweise symmetrisch zu ei-

ner optischen Achse 20 eines optischen Systems 22 ist, das
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neben der Optik 16 weitere optische Elemente 24 und ein Ob-
jektiv 26 des optischen Abbildungssystems 4 umfassen kann.
Eine rdumlich definierte Lichtquelle kann auch die Elemente
16 und 18 ersetzen. Ein Mittel 28, das einer Apertur gleich-
kommt, trennt die Beleuchtung der Probe 6 aus der Lichtquelle
12 in mehrere Lichtpfade auf, die getrennt voneinander vom
Mittel 28 zur Probe 6 verlaufen und in der Probe 6 in einen
gemeinsamen Messlichtfokus gebracht werden (Beleuchtungspfa-
de). Das Mittel 28 kann alternativ im Detektionspfad (s. un-
ten) zwischen Elementen 30 und 46 angebracht sein, 'insbeson-

dere bei Fokussierung auf streuende Objekte.

Uber zwei Strahlteiler 30, 32 in Form von dichroidischen oder
halbdurchlassigen Spiegeln wird Licht aus der Lichtquelle 12
in das Objektiv 26 des optischen Abbildungssystems 4 gelenkt,
das in einem Mikroskopgehduse 34 gelagert ist und das Licht
auf die Probe 6 fokussiert. Hierzu umfasst das Objektiv 26
ein optisches Element 36, z.B. eine Linse, die mittels eines
Aktuators 38 entlang der optischen Achse 20 des Objektivs 26
steuerbar beweglich ist. Die Steuerung der Position des opti-

schen Elements 36 und damit des Fokus in der Probe 6 wird

‘durch das Steuermittel 10 vorgenommen. Der Aktuator selbst

kann einen unabhdngigen Abstandsmesser umfassen.

von der Probe 6 reflektiertes Licht durchtritt das Objektiv
26 in entgegengesetzter Richtung, wie durch einen gestri-
chelten Pfeil angédeutet ist, und wird Uber den Strahlteiler
32 einerseits in eine Optik 40 und in den Bilddetektor.8 und
andérerseits Uber den Strahlteiler 30 und eine weitere Optik
42 zu einem Detektor 44 geleitet, der mehrere Detektorele-
mente umfasst (Detektionspfad). Die Detektorelemente kénnen |
einzelne Sensoren, z.B. Fotodioden, sein oder ein Gitter von
Sensoren. Vor dem Detektor 44 ist eine Blende des optischeﬁ
Systems 22 mit einer Blendenéffnung 46 angeordnet, die ent-
sprechend der Blendendffnung der Blende 18 geformt ist und
in der Bildebene des optischen Systems 22 angeordnet ist, in
der ein Bild der Probe 6 und damit des in der Probe 6 abge-

bildeten des Lichtquellenmusters erzeugt ist. Die Blenden-
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dffnung 46 kann eine oder mehrere Offnungen umfassen und
wird im Folgenden nur als Blendendffnung 46 bezeichnet. Der
Detektor 44 liefert seine Signale an das Steuermittel 10,
das diese auswertet und als Steuer- oder Regeleingang fur
eine Steuerung des Aktuators 38 verwendet. Das Steuermittel
kann auBerdem das unabhangige Abstandssignal des Aktuators

38 verarbeiten und wahlweise zur Regelung nutzen.

Fig. 2 zeigt einen schematisiert dargestellten Strahlengang
(Beleuchtungspfad) der Autofokuseinrichtung 2 in zwei Licht-
pfaden 48, 50 auf die Probe 6. In diesem Ausfﬁhrﬁngsbeispiel
ist das Lichtmuster der Lichtquelle 12 auf einen Lichtpunkt
reduziert, der durch zwei Of fnungen des Mittels 28 zum Auf-

trennen in die Lichtpfade 48, 50 hindurchstrahlt. Bei einer

'Blende 18, die beispielsweise zwei Lichtpunkte erzeugt, wie

in Fig. 1 dargestellt, wird'Licht aus jedem Lichtpunkt in
zwei Lichtpfade 48, 50 aufgeteilt, wie durch das Mittel 28 in
Fig. 1 angedeutet ist. |

Licht aus beiden Lichtpfaden 48, 50 wird in einem punktférmi-—
gen Messlichtfokus 52 in der Probe 6 fokussiert, der die Form
der Lichtquelle haben kann und z.B. punktfdérmig ist, entspre-
chend einer schlitzfdérmigen Lichtqueile langlich ist oder ei-
ne beliebige andere Form hat. Da sowohl fiur das Messlicht aus
der Lichtquelle 12 als auch das Licht fiir die Probenuntersu-
chung durch das Objektiv 26 gefihrt wird, kann der Messlicht-
fokus 52 im Fokus der Kamera bzw. des dptischen Abbildungs-
systems 4 liegen, der eine Fokusebene sein kann. Es ist je-
doch auch méglich, dass der Messlichtfokus 52 um eine vorbe-

kannte Abstand 54 von einem Fokus 56 der Kamera entfernt ist.

Die typische Probe 6 umfasst einen Probentrager 58, auf den

. biclogisches Probenmaterial 60 aufgebracht ist, das mit einem

diinnen transparenten Deckglas 62 abgedeckt ist. Diese Probe 6
reflektiert einfallendes Licht an dreil Grenzflachen 64, 66,
68, namlich der stark reflektierenden Luft-Glas-Grenzflache
64, an der deutlich weniger stark reflektierenden Glas-

Probenmaterial—Grenzfléche‘66 und an der im Folgenden nicht
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weiter betrachteten Probemmaterial-Glas-Grenzflache 68, wobei
bei sehr dunnen Probenmaterialien die Signale eine Kombinati-
on aus den Grenzflachen 66 und 68 entsteht. Die Glas-
Probenmaterial-Grenzfldche 66 bildet hierbei eine in diesem
ersten Ausfihrungsbeispiel beschriebene Fokuszielebene 70, in
die der Messlichtfokus 52 durch das Autofokusverfahren ge-

fihrt werden soll.

Das hierzu durchgefiihrte Autofokusverfahren wird anhand der
Figuren 3 - 8 beschrieben. Die Figuren 3 - 6 zeigen das opti-
sche System 22 und das Objektiv 26 stark vereinfacht Uber der
Probe 6, die nur anhand der Grenzfladchen 64, 66 angedeutet
ist. Der Detektor 44 ist anhand zweier Detektorelemente 72,
74 dargestellt, die beidseitig der optischen Achse 20 ange-
ordnet sind. Bei einer Anordnung wie in Fig. 1 mit zweil
Punktlichtquellen waren vier Detektorelemente vorhanden. Die
Blendent6ffnung 46 vor dem Detektor 44 ist zweckmaRigerweise
formgleich mit der Lichtquelle, also punkt- bzw. kreisfdrmig
in diesem Ausfﬁhrungsbeispiél. Sie ist so angeordnet, dass
sie unsymmetrisch versetzt zur optischen Achse 20 zu liegen
kommt, wobei die Achse 20 auRerhalb der Blendendffnung 46

liegt, sie also nicht durchtritt.

Die beiden Lichtpfade 48, 50 sind in ihrem auf die Probe 6
einfallenden Teil dinn punktiert dargestellt und auf den
Messlichtfokus 52 gerichtet, der im Probentrager 58 liegt,
also unterhalb der Fokuszielébene 70, die identisch mit der
Grenzfldche 66 ist. Die verschiedenen Lichtwege von den ver-
schiedenen Grenzflachen 64, 66 zur Blendendéffnung 46 bzw. zZu
den Detektorelementen 72, 74 sind unterschiedlich darge-
stellt. Der Lichtweg des von der stark reflektierenden Grenz-
flache 64 reflektierten Hauptreflexes ist in durchgezogenen
Linien dargestellt und der Lichtweg des von der weniger stark
reflektierenden Grenzfldche 66 reflektierten Lichts in ge-
strichelten Linien. Es ist ersichtlich, dass zum einen im
Messlichtfokus 52 kein oder vernachldssigbar wenig Licht re-
flektiert wird und zum anderen das von den Grenzflachen 64,

66 reflektierte Licht die Blendendéffnung 46 verfehlt, so dass
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kein Licht aus ihm zu den Detektorelementen 72, 74 gelangt.

In Fig. 4 ist die Probe 6 im Vergleich zur Abbildung in Fig.
3 nach unten bewegt, wie durch Pfeile angedeutet ist, so
dass der Messlichtfokus 52 relativ zur Probe 6 nach oben be-
wegt wurde. Die Bewegung der Probe 6 ist &dquivalent zur Be-
wegung des Objektivs 26 anhand des Aktuators 38. Bei der in
Fig. 4 dargestellten Stellung der Probe 6 zum Objektiv 26
liegt der Messlichtfokus 52 knapp unterhalb der Grenzfléché
66. Durch die Asymmetrie der Blendenéffﬁung 46 zur optischen
Achse 20 tritt béi dieser Position reflektiértes Licht aus
dem Lichtpfad 48 durch die Blendendéffnung 46 und fallt auf
das Detektorelement 72, wohingegen Licht wvom Lichtpfad 50
die Blendendéffnung 46 verfehlt, so dass das Detektorelement
74 abgeschattet bleibt.

Bei einer weiteren Bewegung der Probe 6 nach unten oder des
Messlichtfokus 52 in der Probe 6 nach oben erreicht der
Messlichtfokus 52 die Grenzschicht 66 und Fokuszielebene 70,
wie in Fig. 5 dargestellt ist. Die Reflexionen beider Licht-
pfade 48, 50 kreuzen sich in der BiIdebene, in der die Blen—
de und die Blendendéffnung 46 angeordnet sind. Durch die a-
symmetrische Blendendffnung 46 auflerhalb der optischen Achse
20 werden beide Lichtpfade 48, 50 weitgehend abgeschattet,
jedoch nicht vollstandig wegen der flachigen Apertur der
Lichtpfade 48, 50.,Beide Detektorelemente 72, 74 empfangen
jeweils etwas und gleich viel Licht und senden ein gleiches

Signal an das Steuermittel 10.

Fig. 6 zeigt die Lichtpfade 48, 50 bei einer noch weiteren
Bewegung der Prqbe 6 nach unten oder des Messlichtfokus 52
in der Probe 6 nach oben. Der Messlichtfokus 52 verladsst die
Grenzschicht 66 und ndhert sich der Grenzschicht 64, so dass
die Reflexion der Grenzschicht 66, die nur noch das Detek-
torelement 74 erreicht, immer weiter abgeschattet wifd und
die Reflexion der Grenzschicht 64 immervstérker durch die
Blendehéffnung 46 auf das Detektoreiement 72 fallt.
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Die Blendendéffnung 46 ist in der Bildebene des Objektivs 26
angeordnet. Aus dem Messlichtfokus 52 reflektiertes Licht
tritt durch die Blendendéffnung 46 hindurch und zwar zweckma-
RBigerweise gleich stark aus beiden Lichtpfaden 48, 50. Die
Blendentffnung 46 ist hierbei so angeordnet,~dass Licht, das-
von oberhalb oder unterhalb des Messlichtfokus 52 reflek-
tiert wird, ungleich stark aus den beiden Lichtpfaden 48, 50
durch die Blendendéffnung 46 tritt. Eine gleich starke Be-
leuchtung der Detektorelemente 72, 74 bedeutet somit, dass
eine der Grenzschichten 64, 66 im Mesélichtfokus liegt. Die
Blendendffnung ist hierbei vorteilhafterweise nur so grof,
dass Licht aus einer Grenzschicht 64, 66, die weiter als 100
pm vom Meéslichtfokus 52 entfernt ist, aus keinem der Licht-

pfade 48, 50 durch die Blendendffnung 46 treten kann.

Durch die Blendendffnung 46 wird eine Selektion des Lichts
aus unterschiedlichen Lichtwegen nach optischer Weglange er-
moéglicht. Ebenfalls wird eine Selektion des Lichts aus un-
terschiedlichen Lichtwegen nach ihrer unterschiedlichen

Richtung auf die Detektorelemente 72, 74 zu ermdglicht.

In Fig. 7 sind die Amplituden A des Signals 76 des Detektor-
elements 72 und des Signals 78 des Detektorelements 74 bei
einer Bewegung des Messlichtfokus 52 in der Probe 6 wie zu
den Figuren 3 - 6 beschrieben Uber die Zeit t dargestellt.
AuRerdem ist die Bewegung der Position 80 des Messlichtfokus
52 in z-Richtung, die parallel zur optischen Achse 20 des
Objektivs 26 ist, Uber die Zeit t korrelierend zu den Signa-
len 76, 78 dargestellt. Vier Zeitpunkte III, IV, VvV, VI sind
markiert, die den Positionen 80 des Messlichtfokus 52 in den

Figuren 3, 4, 5, 6 entsprechen.

Zum automatischen Fokussieren der Probe 6 wird zundchst der
Lichterzeuger 14 der Autofokus-Lichtquelle 12 eingeschaltet
und das Objektiv 26 bzw. deren durch den Aktuétor 38 beweg-
liches optisches Element 36 in ihre Ausgangsstellung - in
den Figuren in Richtung der Probe 6 ganz nach unten - be-

wegt, damit der Messlichtfokus 52 innerhalb der Probe 6



10

15

20

25

30

35

WO 2010/103389 PCT/IB2010/000518
26

liegt und dort zweckmiRigerweise innerhalb des Probentragers
58.

Nun wird der Aktuator 38 so bewegt, dass der Messlichtfokus
52 ganz durch das Probenmaterial 60 und durch die Fokusziel-
ebene 70 hindufchbewegt wird. Gleichzeitig werden kontinu-
ierlich die Signale 76, 78 der Detektorelemente 72, 74 und
zweckmafigerweise auch ein Positionssignal des Aktuators 38
aufgenommen. Zunachst steigt das Signal 76 des Detektorele-
ments 72 an, um schnell wieder abzufallen. Dann steigt das
Signal 78 des Detektorelements 74 an und fallt ebenfalls
wieder ab, beide entsprechend des Lichteinfalls durch die

Blendendffnung 46 wie zu den Figuren 4 - 6 beschrieben.

Insbesondere wird die Position des Schnittpunkts der Flanken
der Signale 76, 78 - im Folgenden Zielposition - aufgenom-
men, in der der Messlichtfokus 52 in der Fokuszielebene 70
liegt. Diese Zielposition wird durch das Steuermittel 10 er-
fasst, das mit dem Aktuator 38 verbunden ist, der seine Po-
sition bzw. die des optischen Elements 36 stidndig oder auf

Anfrage des Steuermittels 10 an das Steuermittel 10 gibt.

Das erneute starke Ansteigen erst des Signals 76 und dann
des Signals 78 Uber einen Grenzwert g wird als Zeichen und
Orientierung daflir genommen, dass sich der Messlichtfokus 52
der stark reflektierenden Grenzfldche 64 ndhert und somit
oberhalb der Fokuszielebene 70 liegt. Das Bewegen des Mess-

lichtfokus 52 nach oben wird gestoppt.

Nun kann in einem einfachen Verfahrensschritt der Aktuator
38 entsprechend der erfassten Zielposition eingestellt wer-
den und die Probe 6 ist sehr zigig fokussiert. Der Mess-

lichtfokus 52 ist auf die Fokuszielebene 70 eingestellt und

‘damit auch der Fokus des Mikroskops 4, wenn der Messlichtfo-

kus 52 in diesem Fokus liegt. Ansonsten ist der Fokus auf
eine gewlnscht Ebene eingestellt, die um eine bekannte Stre-

cke von der Fokuszielebene 70 entfernt ist.
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Eine genauere Fokussierung wird erreicht, wenn die Bewegung
des Messlichtfokus 52 umgekehrt wird und der Messlichtfokﬁs
52 diesmal langsamer in das Probenmaterial 60 hineingefiithrt
wird, wie in Fig. 7 dargestellt ist. Es bildet sich wieder
das Maximum des Signals 76, und ein Einstellen'dér Signale
76, 78 auf Sigﬁalgleichheit fihrt den Messlichtfokus 52 in

die Fokuszielebene 70.

In einem alternativen'Verfahren kann so begonnen werden,
dass der Messlichtfokus 52 oberhalb der Probe 6 liegt und
von dort in die Probe 6 eingefahren wird. Der zuerst auftre-
tende Hauptreflex aus der Glas-Luft-Grenzschicht 64 wird
deutlich erkannt. Da die Dicke des Deckglas 62 bekannt ist,
z.B. 170 um, kann der Messlichtfokus 52 zlgig um diese oder
eine etwas kleinere Strecke nach unten verfahren werden.
Dann kann die Verfahrgeschwindigkeit verringert werden und
der Messlichtfokus 52 so lange weiter nach unten verfahren

werden, bis die Signale 76, 78 gleich stark sind.

Eine Regelung auf die Zielposition anhand der Signale 76, 78
ist im Folgenden anhand Fig. 8 erliutert. Es wird ein Diffe-
renzsignal 82 aus der Differenz zwischen den Signalen 76, 78
gebildet, z.B. durch Subtraktion der Signale 76, 78, und als
RegelgrdRe verwendet mit dem Nulldurchgang 84 als Regelziel-
wert. Im Nulldurchgang 84 liegt der Messlichtfokus 52 in der
Zielposition 86. Vorteilhafterweise ist der Detektor 44
hierzu so kalibriert, dass die Signale 75, 78 gleich sind,
wenn der Messlichtfokus 52 in der Fokuszielebene 70 liegt.
Soll der Messlichtfokus 52 etwas auRerhalb der reflektieren-
den Grenzschicht 66 liegen, so kann ein Offset auf ein Sig-
nal 76, 78 gegeben oder ein Signal 76, 78 mehr oder weniger
verstarkt werden. Hierdurch verschiebt sich der Nulldurch-
gang 84 entsprechend in z-Richtung. Ist die Relation von
Offset oder Verstarkung zur Verschiebung bekannt, so kann
die Fokuszielebene 70 entsprechend um die Grenzfldche 66
herum eingestellt werden, ohne dass das zu den Figuren 7 und
8 geschilderte Autofokusverfahren geadndert werden muss. Die

entsprechende Einstellung des Detektors 44 kann als Kalib-
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rierung vor einem Autofokusverfahren durchgefihrt werden o-

der wahrend des Autofokusverfahrens auf entsprechende Anwei-

sung des Steuermittels 10.

Nach dem Eins;elleﬁ oder Einregeln der Fokusposition kann
der Lichterzeuger 14 ausgeschaltet und die Fokusposition
mittels des Positionssignals_des Aktuators 38 geregelt oder
gehalten werden. Dies hat den Vorteil, dass das Autofokus-
Lichtmuster wadhrend der Belichtung nicht mit der Kamera ab-
gebildet wird. Optional kann der Lichterzeuger 14 kontinu-
ierlich eingeschaltet bleiben und die Regelung nach dem Dif-

ferenzsignal 82 durchgefuhrt werden.

Nun kénnen Bilder der Probe 6 bzw. des Probenmaterials 60
aufgenommen werden, ggf. an mehreren z-Positionen. Diese
kénnen durch eine entsprechende Steuerung des -Aktuators 38
angefahren werden. Es ist auch mdglich, diese durch eine
Signalverschiebung eines oder beider Signale 76, 78 zu er-

reichen.

Zur Aufnahme mehrerer Bilder einer groflen Probe 6 wird diese
in x-y-Richtung 88, also senkrecht zur s-Achse bzw. opti-
schen Achse 20 bewegt, wie in Fig. 9 angedeutet ist. Die Fo-
kussierung kann hierbei erhalten bleiben. Ist die Probe 6
jedoch schief, verrutscht der Messlichtfokus 52 um eine
Strecke 90 in z-Richtung innerhalb der Probe 6. Um dies zu
erkennen, werden die Signale 76, 78 an der neuen X-y-
Position auf Plausibilitat Uberpriuft. Falls die Signale 76,
78 nicht- der Erwartung entsprechen, also auflerhalb von
Grenzwerten liegen,‘wird das grobe Finden der Fokuszielebene
70 eingeleitet, wie zu Fig. 7 beschrieben ist. Sind die Sig-
nale 76, 78 akzeptabel kann direkt mit der Regelung begonnen
werden, z.B. auf den Nulldurchgang 84.

Fig. 10 zeigt eine Projektion eines Lichtquellenmusters auf
eine ruhende, schiefe Probe 6. Anhand eines einzigen Autofo-
kus-Lichtpunkts kann nicht erkannt werden, ob die Probe 6 re-

lativ zur optischen Achse 20 schief ist. Umfasst jedoch der
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Messlichtfokus 52 mehrere Fokuspunkte 92, z.B. indem ein
Lichtmuster an mehreren Fokuspunkten 92 in der Probe abgebil-
det wird, kénnen Reflexionen aus jedem Fokuspunkt 92 Uber je-
weils zumindest zwei Lichtpfade getrennt ausgewertet werden,
wie oben beschrieben wurde. Auf diese Weise kann erkannt wer-
den, dass die jeweils gefundenen Fokuszielebenen zu den ein-
zelnen Fokuspunkten 92 nicht identisch sind. Es kann ein Feh-
lersignal ausgegeben werden, so dass die Probe 6 erneut und

gerade in ihre Halterung eingesetzt wird.

Fig. 11 und Fig. 12 zeigen alternative Detektionsschemen, die
zwel im optischen System 22 rdaumlich nicht getrennte optische
Pfade nutzen. In Fig. 11 wird ein Strahl im Detektionspfad
erst nach dem gptischen System 22 und vor den Detektoren 72,
74 mittels eines halbdurchldssigen Spiegels 94 getrennt. Mit-
tels zweier Blendendffnungen 46, die asymmetrisch zum Spiegel
94 vor den Detektoren 72, 74 angeordnet sind, wird das Ab-
standssignal der gering untefschiedlichen Wege detektiert.
Die Asymmetrie ist durch die unterschiedlichen Abstande 96,
98 dér Blendendffnungen 46 senkrecht zum Spiegel 94 darge-
stellt.

In Fig. 12 emittiert der Lichterzéuger'14 Strahlung mit zwei
unterschiedlichen Frequenzen (A;, A,), die vor den Detektoren
72, 74 mittels eines dichroidischen Spiegels 200 getrennt
werden. Wiederum wird mit Hilfe der Blendendffnungen 46 das
Abstandsignal erzeugt. In diesem Fall kénnen die Blendendff-
nungen 46 symmetrisch zum dichroidischen Spiegel 100 angeord-
net sein, wenn der Brechungsindex des optischen Systems 22
die Lichtpfade der unterschiedlichen Frequenzen ausreichend
rdumlich trennt, wie in Fig. 12 durch die Absténde der beiden

Lichtpfade vor dem Spiegel 100 dargesteilt ist.

Auch in den Ausflihrungsbeispielen aus Fig. 11 und Fig. 12
wird durch ein optisches Mittel, in diesen Fallen den halb-
durchléssigen Spiegel 94 oder dichroitischen Spiegel 100,
eine Selektion des Lichts aus unterschiedlichen Lichtwegen

nach optischer Wegldnge ermdglicht. Ebenfalls wird eine Se-
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lektion des Lichts aus unterschiedlichen Lichtwegen nach un-
terschiedlichen Richtungen zu den Detektorelementen 72, 74

hin ermdéglicht.

Fig. 13 zeigt eine schematische Darstellung eines z.B. als
Mikroskop ausgefiihrten optischen Abbildungssystems 102, das
auf eine auf einem Probentisch 104 liegende Probe 106 gerich-
tet ist. Das optische Abbildungssystem 102 umfasst eine
Lichtquelle 108, deren Lichtstrahlen in einem mit einem
durchgezogenen Pfeil 110 angedeuteten Strahlengang mit Hilfe
eines optischen Systems 112 und eines dichroitischen Spiegels
114 auf die Probe 106 gerichtet ist. Das optische System 112
schlieft ein Objektiv 116 mit ein, das mit Hilfe eines Aktua-
tors 18 relativ zu einem Mikroskopgehduse 120 entlang der op-
tischen Achse 122 des Strahlengangs zum Fokussieren der Probe

106 verfahrbar ist.

Von der Probe 106 reflektierte oder gestreute Strahlung wird

.in einem mit einem gestrichelten Pfeil angedeuteten Strahlen-

gang durch den dichroitischen Spiegel 114 und nur angedeutete
optische Elemente 124 des optischen Systems 112 in eine Kame-
ra 126 geleitet,~die einen Detektor 128 mit einem Lichtfilter
130 aufweist. Der Detektor 128 umfasst eine Vielzahl von in
einer zweidimensionalen Matrik angeordneten Detektorelementen
132, die als CCD-Elemente ausgefihrt und auf einem Chip be-
festigt sind. Der Lichtfilter 130 ist ein Spektralfilter mit
mehreren spektral unterschiedlich filternden Filterbereichen
134, die ebenfalls auf dem Chip und im Strahlengang unmittel-

bar vor den Detektorelementen 132 angeordnet sind.

Der Probentische 104 und mit ihm die Probe 106 ist mit Hilfe
eines Aktuators 136 senkrecht zur optischen Achse 122 des Ob-
jektivs 116 verfahrbar, wie durch Pfeile 138 angedeutet ist,
so dass mehrer Aufnahmen der Probe 106 in unterschiedlichen
Positionen der Probe 106 zum Mikroskop 102 gemacht werden
kénnen. Der Aktuator 136 kann durch ein Steuermittel 140 des
Mikroskops 12 so angesteuert werden, das eine Verfahrstrecke

der Probe 16 von Aufnahme zu Aufnahme auf einen vorgegebenen
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oder vom Steuermittel berechneten Wert eingestellt werden
kann. Das Steuermittel 140 kann zugleich Steuermittel 140 der
Kamera 126 oder ein zusatzliches Steuermittel des Mikroskops-

102 auRerhalb der Kamera 126 sein.

Durch das Steuermittel 140 kann alternativ oder zusatzlich
zum Aktuator 136 ein Aktuator 142 des Lichtfilters 130
und/oder ein Aktuator 144 des Detektors 128>angesteuert wer-
den, so dass die Filterbereiche 134 und/oder die Detektorele-
mente 132 relativ zum optischen System 112 senkrecht zur op-
tischen Achse 122 des in die Kamera 126 einfallenden Strah-
lengangs ansteuerbar beweglich sind. Hierdurch kann ein Bild
eines Gegenstands der Probe 16 auf eine oder mehrefe Arten
Uber Lichtfilter 130 und/oder Detektor 128 wandern.

Eine alternative Ausfihrungsform eines Detektors 146 mit meh-

reren Detektorbereichen 148, 150, 12 ist in Fig. 14 darge-

stellt. Die nachfolgende Beschreibung beschrankt sich im We-
sentlichen auf die Unterschiede zum Ausfiihrungsbeispiel aus
Fig. 13, auf das beiﬁglich gleich bleibender Merkmale und
Funktionen verwiesen wird. Im Wesentlichen gleich bleibende
Bauteile sind grundsdtzlich mit den gleichen.Bezugszeichen
beziffert und nicht erwadhnte Merkmale sind Ubernommen, ohne

dass sie erneut beschrieben sind.

Uber zwei dichroitische Strahlteiler 154, 156 wird von der
Probe 6 reflektierte Strahluhg nach drei Spektralbereichen
aufgeteilt auf die Detektorbereiche 148, 150, 152 gelenkt.
Die Detektorbereiche 148, 150, 152 sind jeweils in nur einem
der Spektralbereiche sensitiv oder sensitiver als in den an-
deren Spektralbereichen. Vor jedem Detektorbereich 148, 150,
152 ist jeweils ein Filterbereich 158, 160, 162 angéordnet,
wobei die Filterbereiche 158, 160, 162 nur einem der Spekt-
ralbereiche durchldssig oder durchldssiger als in den anderen
Spektralbereichen sind. Ihre Durchldssigkeit ist an den ihnen
jeweils zugewiesenen Detektorbereich 148, 150, 152 spektral
angepasst. Einer oder alle der Filterbereiche 158, 160, 162

kénnen wiederum in jeweils spektral unterschiedlich filternde



10

15

20

25

30

35

WO 2010/103389 PCT/IB2010/000518
32

Unterbereiche aufgeteilt sein kann, wie in Fig. 14 darge-
stellt ist. Durch die Aufteilung in spektral unterschiedlich
empfindliche Detektorbereiche 148, 150, 152 mit jeweils
spektral unterschiedlich filternden Filterbereichen 158, 160,
162 kann eine besonders hohe Lichtausbeute Uber einen weiten

Spektralbereich erzielt werden.

In den Figuren 15 - 18 ist jeweils das Abbild einer Probe 106
dargestellt, die 3 x 10 Probengefdfle, die auch Probenflachen
darstellen koénnen, 164 aufweist, auch erhebliche gréflere Zah-
len sind denkbar, in denen jeweils gleiche oder unterschied;
liche Probensubstanz enthalten ist. Die ProbengefdBe 164 sind
in einer rechteckigen Matrix angeordnet und am Prbbentisch
104 befestigt. In der Probensubstanz befinden sich zu unter-
suchende Gegenstande 166. Die Probe 106 zeigt in ihrer Ge-

samtheit und in ihren Gegenstanden ein Bildmuster.

Der Detektor 128 und seine 11 x 15 rechteckigen Detektorele-
mente 132 sind der Ubersichtlichkeit halber mit gestrichelten
Linien dargestellt, wohingegen der Lichtfilter 130 mit seinen
5 streifenférmigen Filterbereichen 134 mit durchgezogenen Li-
nien darstellt sind. Die Streifen der Filterbereiche 134 sind
senkrecht zur Bewegungsrichtung des Probentischs angeordnet,

die durch eine Pfeil 138 dargestellt ist. Zum besseren Unter-

scheiden der Linien ist das Abbild der Probe strichpunktiert

dargestellt.

Fig. 15zeigt den Detektor 128 und das Abbild der Probe 106
in einer Stellung zueinander, in der eine Aufnahme der Probe
106 gemacht wird, jedoch nicht die erste, wie im Folgenden
erliutert ist. Die Aufnahme stellt einen Bildabschnitt mit
finf Bildbereichen dar, in dem zwdlf Probengefafe 164 samt
Inhalt vollstandig und drei Probengefafle 164 nur teilweise
abgebildet sind. Jeweils.drei Probengefaffe 164 werden durch
einen Filterbereich 134 und somit in dessen Spektralbereich

abgebildet. Durch einen Filterbereich 134 wird jeweils einer

-von funf Bildbereichen des Bildabschnitts abgebildet. Jeder

Filterbereich 134 und jeder Bildbereich Uberdeckt hierbei
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senkrecht zur Bewegungsrichtung der Probe 106 genau drei De-
tektorelemente 132, allgemeiner: genau eine gleiche Anzahl

von Detektorelementen 132.

Flir eine ndchste Aufnahme wird die das Abbild der Probe 106
um die Strecke der Breite der Filterbereiche 134 weiterbe-
wegt, wobei die. Breite in Richtung der Bewegung der Probe
106 zu sehen ist. Es wird nun ein weiterer Bildabschnitt der
Probe 106 éufgenommen, wobei dieser Bildabschnitt einen an-
deren Probenabschnitt und andere Gegenstande 166 abdeckt.
Die Lage der Filterbereiche 134 in den Bildabschnitten
bleibt gleich, nicht jedoch relativ zu den Probenabschnitten
und Gegenstanden 166. Mit der zweiten Aufnahme werden die
nochmals abgebildeten ProbengefaRe 164 in einem anderen

Spektrum, also in einer anderen Farbe abgebildet.

Fig. 17 zeigt die Probe 106 wiederum um die Breite der Fil-
terbereiche 134 versetzt,.so dass die nun dreimal abgebilde-
ten Probengefafe in drei verschiedenen Spektren abgebildet
sind. Auf diese Weise werden alle Bereiche der Probe 106 und
alle Probengefdfe 164 zumindest so oft abgebildet, wie Fil-
terbereiche 134 vorhanden sind, im gezeigten Ausfihrungsbei-
spiel zumindest finf mal, so dass jeder Probenbereich in
finf Spektren aufgenommen ist. Aus diesen fuinf Bildern kann
fﬁr'jeden Probenbereich ein funffarbiges Bild zusammenge-
setzt werden. Um jeden Probenbereich fuinf mal abzubilden
wird in der ersten Aufnahme die Probe 106 nur durch einen
Filterbereich 134 aufgenommen, in der zweiten Aufnahme durch
zwei Filterbereiche 134, und so weiter. Fig. 15 zeigt somit
die fuinfte Aufnahme der Probe 106.

Die Probe 106 wifd in ihrer Gesamtheit abgebildet, indem die
Probe 106 bildabschnittsweise auf den Detektor 128 abgebil-
det wird und mehrere sich teilweise iiberdeckende Abbildungen
von der Probe 106 und den Gegenstanden 166 gemacht werden.
Hierbei werden mindestens so viele Abbildungen gemacht, wie ~
unterschiedliche Filterabschnitte 134 vorhanden sind. Aus

jeweils so vielen sich Uberdeckenden Abbildungen, wie unter-
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schiedliche Filterabschnitte 134 vorhanden sind, wird je-
weils ein Vielfarbbild der Probe 106 bzw. eines Gegenstands

166 erzeugt, z.B. vom Steuermittel 140.

Die Aufnahmen werden hierbei durch ein Auswertemittel ausge-
wertet, das das Steuermittel 140 sein kann, das mit dem De-
tektor 128 signaltechnisch verbunden ist. Hierbei wird bei- -
spielsweise erkannt, dass ein Gegenstand 168 von besonderer
Bedeutung ist und besonders hoch aufgeldst dargestellt wer-
den sollte. Ist diese Aufgabe erkannt, so wird die Probe 106
von einer Aufnahme zur ndchsten nur um weniger als eine Pi-
xelladnge, also eine Lange eines Detektorelements 132, be-
wegt, wie in Fig. 18 im Vergleich zu Fig. 17 erkennbar ist.
Der Gegenstand wird hierbei von Auﬁnahme zu Aufnahme subpi-
xelweise tiber eine Grenze zwischen zwei Filterbereichen 134
bewegt. Aus den Aufnahmen kann in dem Bereich, der von der
Grenze Uberfahren worden ist, eiﬁe Auflésuﬁg erreicht wer-
den, die im Subpixelbereich liegt, so dass der Gegenstand

168 besonders hoch aufgeldst dargestellt werden kann.

Alternativ zu einer Bewegung der Probe 106 zum Mikfoskop 102
kann der Lichtfilter 130 und/oder der Detektor 128 relativ
zur Probe 106 und beispielsweise dem Mikroskopgehause 120

bewegt werden.

In einer weiteren Ausfithrung kann die Ladung der einzelnen
Detektorelemente innerhalb eines Filterbereichs mit dem Ab-
bild der Probe detektorelementeweise verschoben werden und
erst nach einer oder mehreren Verschiebungen ausgelesen wer-
den. Oder es kénnen die Ladungen, die wahrend der Verschie-
bung des Probenabbilds innerhalb eines Filterbereichs einer
Probenposition zugeordnet sind, einem Pixelspektralwert zu-
geordnet werden. Auf diese Weise kann die vom Licht erzeugte
Ladung von der Probe Uber eine langere Zeit akkumuliert wer-

den.

Fig. 19 zeigt ein Doppeldiagramm, in dem die Filterfldche
eines Lichtfilters 170 in x- und y-Richtung dargestellt ist.
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Die z-Richtung ist die Richtung der optischen Achsel 22 am
Eintritt in die Kamera 126. AuRerdem ist die Absorption A
des Lichtfilters 170 dargestellt. Je hoher die Transmission
des Lichtfilters 170, desto geringer ist die Absorption A.
Im schraffier;en Bereich ist die Absorption idealerweise na-
he 100% und der Lichtfilter 170 nicht lichtdufchléssig. Der
Lichtfilter 170 ist ein Kantenfilter mit einer Kante 172 bei
einer festgelegten Wellenldnge A. Die Wellenlénge A ist ab-
héngighvon der Lage der Kante 172 in x—Richtung des Filters
170. Weiter rechts im Filter ist die Wellenldnge A der Kante
172 hdher als weiter links. Am dargestellten Beispiel ist
die Anderung der Wellenl&nge der Kante pro Strecke Lichtfil-
ter in x-Richtung konstant. Auch andere Relationen mit line-
arer oder nichtlinearer Anderung sind denkbar. Beim Licht-
filter 170 liegen sehr viele oder unendlich viele spektral
verschieden filternde Filterbereiche sehr dicht oder unend-

lich dicht nebeneinander.

Bei Verwendung des Lichtfilters 170 anstelle des Lichtfil-
ters 130 in den Figuren 15 - 18 kann jeder Probenbereich be-
liebig oft in verschiedenen Spektren abgebildet werden, so
dass eine spektrale Auflésung des Gesamtbilds der Probe 106
von. der Bewegungsstrecke der Probe 106 von Aufnahme zu Auf-
nahme abhdngig ist. Auf diese Weise kann die spektrale Auf-

lésung des Gesamtbilds frei gewahlt werden.

Werden zwei Kantenfilter 174, 176 mit einem entgegen gesetz-
ten Kantenverlauf hintereinander angeordnet, wie in Fig. 20
dafgestellt ist, so kann ein Transmissionsfenster 178 sowohl
in seiner raumlichen Ausdehnung Ax als auch in seiner spekt-
ralen Ausdehnung AA durch eine Bewegung der Kantenfilter
174, 176 gegeneinander eingestellt werden. Es kdénnen Spekt-
ralbereiche ausgeschlossen und eine spektrale Aufldsung ein-

gestellt werden.

Eine Anpassung des Lichtfilters 130 an den Detektor 128 ist
in Fig. 21 dargestellt. In Fig. 21 ist ein Diagramm der Emp-
findlichkeit~E des Detektors 128 Uber die Wellenlange A des
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registrierten Lichts aufgetragen. Die Empfindlichkeit E ist

‘Abhdngig von der Wellenldnge A des Lichts und um eine Wel-

lenldnge A; geringer als um eine Wellenlange A;. Um eine mog-
lichst gleichmdfige Belichtung der Aufnahmen der Probe 106
uber den gesamten relevénten Spektralbereich zu erzielen,
ist der an der Wellenldnge A, transmissive Fiiterbereich 134
des Lichtfilters 130 in einem gréﬁereh Wellenlangenbereich
A\ transmissiv als der an der Wellenlange A, transmissive
Filterbereich 134 des Lichtfilters 130, der nur im kleineren

Wellenlangenbereich AA; transmissiv ist.

Eine weitere Méglichkeit zum Erzielen einer mdéglichst
gleichmaRigen Belichtung der Aufnahmen der Probe 106 Uber
den gesamten relevanten Spektralbereich besteht darin, eine
elektronische Anpassung der Detektorelemente 132 an den vor
ihnen liegenden Filterbereich 134 vorzunehmen. Bei einem we-
niger transmissiven Filterbereich 134 kann ein diesem Fil-
terbereich 134 zugeordnetes Detektorelement 132 anders ange-
steuert werden, als ein Detektorelement 132, das einem hoher
transmissiven Filterbereich 134 zugeordnet ist. Die Unter-
schiedliche Ansteuerung kann durch eine verschiedene Ein-
stellung des Gains und/oder der Integrationszeit der Detek-
torelemente 312 erreicht werden. Auch ein Pixelbinning, also
das Zusammenlegen zweier oder mehrerer Pixel bzw. Detektor-
elemente 132, ist denkbar, ebenso wie ein Subsampling, also
ein Auslesen nur jedes n-ten Detektorelements 132, mit n =
1, 2, 3, .. Die entsprechende Steuerung kann vom Steuermittel

140 vorgenommen werden.

In einem besonders vorteilhaften Ausfﬁhrungsbeiépiel wird
bei der elektronischen Anpassung der Detektorelemente 132
eine Verschiebung der Filterbereiche 134 vor den Detektor-
elementen 132 berlcksichtigt. Hierzu muss die Position von
Lichtfilter 130 zu Detektor 128 bekannt sein, z.B. durch Po-

sitionssignale von einem der Aktuatoren 142, 144.
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Patentanspriuche

1. Autofokusverfahren, bei dem Licht aus einer Lichtquelle
(12) in einem Messlichtfokus (52) in einer Probe (6) fokus-

siert und von dort zurickgeworfen wird und das zurickgewor-

fene Licht durch ein optisches System (22) in zwei Lichtpfa-

den (48, 50) auf zumindest zwei Detektorelemente (72, 74)
gefihrt wird, |

dadurch gekennzeichnet, dass der Messlichtfokus (52) in un-
terschiedlich stark Licht zqrﬁckwerfénden Schichten der Pro-
be (6) bewegt wird und die Detektorelemente (72, 74) so an-
geordnet sind, dass hiefbei Verldufe einer von den Detektor-
elementen (72, 74) registrierten Strahlundgseigenschaft zu-
einander unterschiedlich sind und eine Fokusposition in Ab-

hadngigkeit von den Verldufen eingestellt wird.

2. Verfahren nach Anspruch 1,

dadurch gekennzeichnet, dass das zurlckgeworfene Licht durch
zumindest eine Blendendffnung (46) gefihrt wird, die auRer-
halb. einer optischenlAchse (20) des optischen Systems (22)

angeordnet ist.

3. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2,

dadurch gekennzeichnet, dass aus dem Messlichtfokus (52) re-
flektiertes Licht aus beiden Lichtpfaden (48, 50) gleich
stark auf die Detektorelemente (72,  74) auftrifft.

4. Verfahren nach einem der-vorhergehenden Ansprﬁqhe,
dadurch gekennzeichnet, dass Licht, das von oberhalb oder
unterhalb des Messlichtfokus (52) reflektiert wird, ungleich
stark auf die Detektorelemente (72, 74) auftrifft.

5. Verfahren nach einem der vorhergehenden AnSprﬁche,
dadurch gekennzeichnet, dass durch ein optisches Mittel eine
Selektion des aus unterschiedlichen Grenzschichten (64, 66)
reflektierten Lichts nach unterschiedlicher optischer Weg-

lange durchgefﬁhrt wird.
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6. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche,
dadurch gekennzeichnet, dass durch ein optisches Mittel eine
Selektion des aus unterschiedlichen Grenzschichten (64, 66)
reflektierten Lichts nach unterschiedlichen Richtungen auf

die Detektorelemente (72, 74) zu durchgefiihrt wird.

7. Verfahren nach einem der vorhergehenden Ansprtuche,
dadurch gekennzeichnet, dass die Lichtpfade (48, 50) durch

einen abgeschatteten Bereich voneinander getrennt sind.

8. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriuche,

dadurch gekennzeichnet, dass das Licht in den Lichtpfaden
(48, 50) unterschiedliche spektrale Eigenschaften aufweist
und die Lichtpfade (48, 50) vor den Detektorelementen (72,

74) nach den spektralen Eigenschaften getrennt werden.

9. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche,
dadurch gekennzeichnet, dass die Verlaufe kontinuierlich er-

fasst werden.

10. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche,
dadurch gekennzeichnet, dass ein Fokus des optischen Systems
(22) so eingestellt wird, dass Signale (76; 78) der Detek-
torelemente (72, 74) in einem festen Verhdltnis zueinander

stehen und insbesondere gleich stark sind.

11. Verfahren nach einem der vorhergehenden Ansprﬁche,
dadurch gekennzeichnet, dass der Messlichtfokus (52) auf ei-
ne Licht zurlckwerfenden Grenzschicht (66) eingestellt und
danach die Probe (6) senkrecht zur optischen Achse (20) des
optischen Systems (22) bewegt wird und die Signale (76, 78)
der Detektorelemente (72, 74) anschliefend auf Plausibilitat
hinsichtlich einer nach wie vor vorhandenen Grobeinstellung

auf die reflektierende Grenzschicht (66) uUberpruft werden.

12. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche,
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dadurch gekennzeichnet, dass das zurlckgeworfene Licht durch
zumindest eine Blendendffnung (46) gefihrt wird, die in ih-

rer Form der Form der Lichtquelle (12) entspricht.

13. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche,
dadurch gekenﬁzeichnet, dass die Lichtqgelle (12) ein Licht-
ﬁuster aufweist, das in der Probe (6) abgebildet wird, wobei
reflektiertes Licht aus mehreren Musterpunkten des Lichtmus-
ters jeweils nach Lichtpfaden (48, 50) getrennt erfasst

wird.

14. Verfahren nach Anspruch 13,
dadurch gekennzeichhet, dass aus mehreren Zielpositionen zu
den mehreren Musterpunkten eine Verkippung einer reflektie-

renden Grenzschicht (66) erfasst wird.

15. Autofokuseinrichtung (2) mit einem optischen System (22)
zum Fokussieren von Licht in einem Messlichtfokus (52) in
einer Probe (6) und zum Fihren von von dort zuriuckgeworfenem
Licht auf zumindest zweli Detektorelemente (72, 74),
gekennzeichnet durch einen Aktuator (38) und ein Steuermit-
tel (10) zum Bewegen eines Elements (36) des optischen Sys-
tems (22) relativ zur Probe (6) durch den Aktuator (38) der-

art, dass der Messlichtfokus (52) in unterschiedlich stark

‘Licht zurlickwerfenden Schichten der Probe (6) bewegt wird,

wobei die Detektoreiemente (72, 74) so angeordnet sind, dass
hierbei Verl&ufe einer von den Detektorelementen (72, 74)

registrierten Strahlungseigenschaft unterschiedlich sind und
das Steuermittel (10). zum Auswerten der Verlaufe (72, 74) an

mehreren Positionen des Messlichtfokus (52) vorgesehen ist.
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